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1. 要旨 
【背景】プロスタグランジン E1 (Prostaglandin E1, PGE1)は血管閉塞による臓器障害
の改善、肝切除や肝移植後の虚血再還流障害の改善の作用があり、臨床で広く使用さ
れている薬剤である。さらに、PGE1 は血管を含むさまざまな臓器での遺伝子発現の
制御と、血管内皮細胞増殖因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)の発現誘
導を介して、血管新生を強力に誘導することが知られている。低酸素環境下における
VEGF mRNA の発現は転写因子である低酸素誘導因子 1 (hypoxia-inducible factor 1, 
HIF-1)により制御されるが、非低酸素環境下での PGE1による遺伝子発現制御メカニ
ズムの詳細は明らかにされていない。 
【目的】本研究では、ヒト血管由来細胞であるヒト大動脈平滑筋細胞 (human aortic 
smooth muscle cells, HASMCs) とヒト臍帯静脈内皮細胞 (human umbilical vein 
endothelial cells , HUVECs) を用いて、PGE1による HIF-1 の活性化と VEGF 遺伝
子発現誘導メカニズムを解析した。さらに血管内皮細胞の血管新生の初期段階である
血管透過性への PGE1の影響が HIF-1 を介しているかを検討した。 
【方法】非低酸素環境下における PGE1による HIF-1 の活性化と VEGF 遺伝子発現
誘導をウェスタンブロット法および半定量的 real-time reverse transcriptase PCR
を用いて、低酸素環境下と比較して測定した。さらに、プロスタグランジン E 受容体
サブタイプ (EP1～4 受容体) の関与、HIF-1α蛋白質の合成促進が関与しているのか
を、各種作動薬、阻害薬および HIF-1αのノックダウンを用いて解明した。最後に
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PGE1 による血管透過性亢進の有無について、蛍光標識物質の透過量と経上皮電気抵
抗により測定した。 
【結果】20%酸素濃度下でHASMCsとHUVECsにPGE1を添加処理したところ、1 %
酸素濃度下と同様に HIF-1α蛋白質と VEGF mRNA 発現量と細胞外放出量は増加し
た。その作用は処理時間依存的であり、EP1 および EP3 受容体が PGE1により誘導
される HIF-1 の誘導に関与していた。さらに HUVECs を用いた In vitro 血管透過性
分析と経上皮電気抵抗測定によって、PGE1 が血管新生の初期段階である血管透過性
を亢進させることを示した。 
【結語】非低酸素環境下で PGE1は血管内皮および平滑筋細胞の EP1 および EP3 受
容体に結合し、転写因子 HIF-1 の活性化をもたらして VEGF の発現と細胞外分泌を
誘導し、血管透過性を亢進させることが明らかになった。 
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2. 研究背景 
	 低酸素誘導性因子１  (hypoxia inducible factor-1, HIF-1)は、低酸素下で
erythropoietin 発現を誘導する因子として同定された転写因子である 1)。また、HIF-1
は発生、環境応答、病理学的な血管形成においても必須であると報告されている 2)。
HIF-1 は、PER-ARNT-SIM (PAS) family に属する塩基性ヘリックス・ループ・ヘリ
ックス型転写因子である HIF-1αと HIF-1βから構成されるヘテロ 2 量体の DNA 結
合蛋白質複合体である 1)。細胞内 HIF-1α蛋白質発現量は酸素濃度により制御されて
いる。正常酸素下では HIF-1α蛋白質はすみやかに分解されるため細胞内発現量は抑
制されている。すなわち、常酸素下で HIF-1α蛋白質のプロリン残基は Prolyl 
hydroxylase (PHD)により水酸化され、Von Hippel-Lindau (VHL) 蛋白質が結合し、
その結果として HIF-1α蛋白質はポリユビキチン化されプロテアソームにて分解さ
れる。一方、低酸素下では HIF-1α蛋白質の水酸化反応が阻害される結果として蛋白
質分解が抑制され、細胞質に蓄積した HIF-1αは HIF-1βと結合し核内へと移行して
標的遺伝子を活性化する 3)4)。 
	 低酸素以外の生理的刺激も HIF-1 の活性化と低酸素で誘導される遺伝子の転写を
誘導することが報告されている 5)6)7)。例としては、Human epidermal growth factor 
receptor 2(HER2/neu)や Insulin-like growth factor-1(IGF-1)受容体の活性化による
HIF-1αの産生亢進である 8)9)。 
	 プロスタノイドは脂質から生合成される生理活性物質であり生体で様々な重要な
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機能を担っている 10)。その１つである E 型プロスタノイドのうちプロスタグランジ
ン E2 (Prostaglandin E2, PGE2)は、生体内でアラキドン酸から産生される 10)。プロ
スタノイド受容体の cDNA クローニングにより、プロスタノイド受容体は G 蛋白質
共役受容体 (G-protein coupled receptor, GPCR)であることが報告されている 11)12)。
プロスタグランジン E (ProstaglandinE, EP)受容体は 4 つの GPCR のサブタイプ
(EP1、EP2、EP3、EP4)と選択的スプライシングにより産生される EP3 のアイソフ
ォームが報告されている 12)。 
	 一方、プロスタグランジン E1 (Prostaglandin E1, PGE1)も生体内で産生される E
タイプのプロスタグランジンであり、薬剤として広く臨床現場で使用されている。薬
剤としての PGE1は血管拡張作用や血小板凝集作用を持ち、また、肝障害抑制や肝移
植後の肝再生促進等の臓器保護作用が報告されている 13)。さらに、PGE1は血管内皮
細胞増殖因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)の発現を亢進させ、血管新
生に寄与するとの報告もある 14)15)16)。しかし、その多様な作用の分子生物学的メカニ
ズムの詳細はまだ明らかになっていない。一方 PGE2により、HCT116 ヒト大腸癌細
胞株で VEGF の発現を誘導するメカニズムが明らかにされている 17)。HCT116 細胞
株では PGE2が PGE1受容体を介して濃度依存的に HIF-1αの発現を誘導する。それ
に対し、ヒト臍帯静脈内皮細胞 (human umbilical vein endothelial cells, HUVECs)
では、PGE1 は一酸化窒素合成酵素 (endothelial nitric oxide synthase, eNOS)や
VEGF の発現を誘導し、HIF-1α蛋白質の発現を低下させるとの報告がある 14)。そこ
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で、本研究ではヒト血管由来細胞において、PGE1が HIF-1α蛋白質の発現や VEGF
の発現にどのように寄与するか、そのメカニズムおよび有効性を解析した。 
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3. 研究目的 
	 ヒト血管由来細胞である動脈由来のヒト血管平滑筋細胞 (human aortic smooth 
muscle cells, HASMCs) と静脈由来のヒト臍帯静脈内皮細胞(human umbilical vein 
endothelial cells, HUVECs) を用いて、PGE1により誘導される HIF-1 を介した
VEGF 発現の分子生物学的メカニズムを明らかにすることが本研究の主な目的であ
る。そこで PGE1の作用機序を解明するため、いずれの EP 受容体および細胞内の情
報伝達系を介して HIF-1α発現を亢進させるのか、さらには VEGF を含むその標的
遺伝子の発現を制御するかを明らかにする。加えて、これらの現象の生物学的・医学
的な意義を明らかにするため、血管新生の初期段階である血管透過性亢進が PGE1に
より HIF-1 依存的に変化するか、さらには臨床使用されている PGE1製剤の効果を解
析した。 
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4. 研究方法 
i) 試薬 
	 PGE1 (alprostadil) は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.) から購入した。臨床
使用されている PGE1 は Lipo-PGE1 (リプル®, 三菱田辺製薬 , 大阪 ) および
PGE1-alfadex (プロスタンディン®, 小野薬品工業, 大阪) を使用した。蛋白質合成阻
害薬シクロヘキシミド (Cycloheximide, CHX)、低酸素と同様に HIF-1αの分解を抑
制する鉄キレート剤デフェロキサミン  (Deferoxamine, DFX)、PI3K 阻害剤
LY294002、ERK1/2 阻害剤 PD98059、PKC 阻害剤 GF109203X は Calbiochem (San 
Diego, CA, U.S.A.) から購入した。PI3K/PKC/mTOR 経路を阻害して HIF-1 翻訳を
抑制する YC-1 は Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, U.S.A.) から購入し
た。抗 HIF-1α抗体は BD Biosciences (San Jose, CA, U.S.A.) から、抗 HIF-1β抗
体は Novus Biologicals (Littleton, CO, U.S.A.) から、抗β -アクチン抗体は
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.) から購入した。PGE1受容体（EP 受容体）
作動薬 (EP1 受容体：ONO-DI-004、EP2 受容体：ONO-AE1-259-01、EP3 受容体：
ONO-AE-248、EPE4 受容体：ONO-AE1-329) と拮抗薬 (EP1 受容体拮抗薬：
ONO-8713、EP3 受容体拮抗薬：ONO-AE3-240、EP4 受容体拮抗薬：ONO-AE2-227) 
は小野薬品工業 (大阪) から提供された 18)。 
 
ii) 細胞培養と低酸素処理 
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 ヒト血管平滑筋細胞 (human aortic smooth muscle cells, HASMCs、クラボウ、
大阪) とヒト臍帯静脈内皮細胞(human umbilical vein endothelial cells, HUVECs、
クラボウ、大阪)は、低血清血管内皮細胞増殖用培地 19)で培養した。ヒト神経芽細胞
腫細胞株 SH-SY5Y (American Type Culture Collection,Manassas, VA, U.S.A.)は
10%ウシ胎児血清 (FBS, クラボウ, 大阪) を含む Roswell Park Memorial Institute  
(RPMI) -1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.) で培養した 20)21)。ヒト胎児腎
癌由来細胞株 HEK293 (American Type Culture Collection,Manassas, VA, U.S.A.) 
は FBS を含む Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, U.S.A.) で培養した 22)。 
	 マルチガスインキュベーター (APMW-36, Astec,東京)を用いて、細胞を低酸素状態
にし(1% O2, 5% CO2, and 94% N2) 、37 ℃で培養した 23)24)。 
 
iii)ウェスタンブロット法 
	 細胞溶解液は ice-cold lysis buffer [0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, 5 mM EDTA, 150 
mM NaCl, 50 mM Tris–Cl (pH 8.0), 2 mM DTT, 1 mM sodium orthovanadate and 
the Complete Protease InhibitorTM (Roche Diagnostic, 東京)]を使用し調制した
25)26)24)。細胞溶解液中の蛋白質を 7.5%の SDS ポリアクリルアミドゲルを使用し電気
泳動法で分離し、ニトロセルロース膜に転写後、HIF-1αまたは HIF-1βに対する
1000 倍に希釈したマウス・モノクローナル抗体と反応させた。西洋ワサビペルオキ
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シダーゼ (HRP: horse radish peroxidase)結合二次抗体にはマウス IgG に対するマ
ウス・モノクローナル抗体 (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ, USA, 1:1000 
dilution)を 1000 倍に希釈して結合させた。抗β-アクチン抗体 (Sigma, St. Louis, 
MO, USA)は 5000 倍に希釈し使用した。化学発光信号は、ECL 試薬 (Amersham 
Biosciences, Piscataway, NJ, USA)を使用し増幅した。各々の輝度は Image J (NIH, 
Bethesda, MD, USA) を用いて定量化した 27)。 
 
iv)代謝物標識化分析 
	 HASMCs を 24 時間培養後、メチオニンを含まない DMEM で 30 分間 10μM の
PGE1または 100μM の DFX で前処理した。35S でラベルされたメチオニンとシステ
インを 0.3mCi/ml の濃度で添加し、45 分間パルスラベルした後に細胞を回収した。
全細胞溶解液を作成し、1mg の溶解液を Protein A-セファロース 60μl でさらに 1
時間処理した。抗 HIF-1 抗体 20μl を上清に添加し、混合液を 4℃で一晩混和した。
Protein A セファロース 40μl を添加してさらに 4℃で 2 時間混和し、放射免疫沈降
バッファ 1ml で 5 回洗浄した。サンプルは、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動
で分離し、乾燥した後Ｘ線フィルムに記録した。 
 
v)定量的 real-time reverse transcriptasePCR (qRT-PCR) 
	 メッセンジャーRNA (mRNA)を含む全 RNA は、RNeasy TM (Qiagen, Valencia, CA, 
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USA)で精製し、DNA 分解酵素で処理した。QuantiTect SYBR Green PCR Kit 
(Qiagen, Hilden, Germany)および Applied Biosystems 7300 Real-time PCR 
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を使用して、mRNA を増幅し
て検出測定した 26)。PCRプライマー (VEGF, GLUT-1, HIF-1α, HIF-1β)は、Qiagen 
(Hilden, Germany)から購入した 18)25)。それぞれの転写量は 18S rRNA の mRNA 量
で内部補正した。 
 
vi) VEGF Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
	 培養液上清に分泌された VEGF 蛋白質を Quantikine Human VEGF ELISA kit 
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)を使用して定量した。光学密度の値は
450nm (訂正波長は 570nm に設定) で分光測定法により計測した(Microplate 
Reader 680 XR; Bio-Rad, Philadelphia, PA, USA)。検量線は Prism TM(GraphPad 
Software, San Diego, CA, U.S.A.)で作成した 23)。 
 
vii)In Vitro 血管透過性分析 
	 In vitro 血管透過性分析のキットは Milliore (Billerica, MA, USA)から購入した。
単層形成培養した HUVECs を用いて血管透過性を測定した。蛍光標識物と PGE1を
内部培養液に添加して濃度を 0 または 1μM にして 18 時間培養後、外部培養液に透
過した蛍光標識物を fluorescent plate reader を使用して定量した。 
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viii)経上皮電気抵抗測定 
	 HUVECs は 20%酸素濃度下で薬物を添加し、18 時間培養後、経上皮電気抵抗を
Millicell electric resistance system(ERS)抵抗計 (Millipore Corporation, Bedford, 
MA, USA) を使用し 28)、経上皮/内皮抵抗値を (Ω/cm2) として計算した。結果は 3
回施行した測定値の平均標準偏差として表した。 
 
ix)統計解析 
	 統計解析には GraphPad Prism version 4c for Mac (GraphPad Software, San 
Diego, CA, U.S.A.) を使用して Dunnett’s multiple comparison test による一元配置
分散解析法で検定した。P < 0.05 をもって統計的に有意とした 23)24)。  
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5. 研究結果 
PGE1 は血管由来細胞で HIF-1αの発現を誘導する 
	 PGE1による HIF-1 の活性化を評価するために、HASMCs と HUVECs を 1μM ま
たは 10μM の PGE1存在下かつ 20%酸素濃度環境で 4 時間培養し、1%酸素濃度によ
る低酸素環境と比較しながら HIF-1 蛋白質の発現をウェスタンブロット法で検討し
た (図 1A、左)。HIF-1α蛋白質発現量は、20%酸素濃度下 (図 1A、左、lane 1) で
低値であったが、PGE1投与(lane2, 3) または 1%酸素濃度下 (lane 4) で誘導された。
HIF-1β蛋白質発現量はいずれの環境でも誘導されなかった。ウェスタンブロット法
で得られたバンドの輝度は Image J ソフトウェアを用いて定量化したところ、いずれ
の細胞でも 1μM と 10μM の PGE1 は低酸素環境同様に HIF-1α蛋白質発現を有意
に誘導していた (図 1A、右)。 
PGE1 の HIF-1α蛋白質蓄積に対する効果を経時的に検討するため、HASMCs と
HUVECs を 1μM の PGE1に 1、2、4、8 時間投与して培養後、細胞を回収しウェス
タンブロット法で検討した。その結果、HIF-1α蛋白質の発現は 1 時間で (図 1B、lane 
2) 誘導され、4 時間目で最大となった (図 1B、lane 4)。PGE1は、EP receptor の発
現が無いヒト胎児腎癌由来細胞株である HEK293 細胞での HIF-1α蛋白質発現を増
加しなかった (図 1C)。HIF-1αとは対照的に、20%酸素濃度下で HASMCs と
HUVECs いずれの細胞でも 1μM の PGE1 添加 4 時間後に HIF-2α蛋白質発現に影
響は認められなかった (図 1D)。 
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臨床使用が可能な二種類の PGE1 製剤(lipo-PGE1, PGE1-Alfadex) も、HASMCs に
おいて PGE1と同等の HIF-1α蛋白質発現を誘導した (図 1E)。 
 
PGE1 は HIF-1 の活性化とその標的遺伝子の発現を誘導する 
	 PGE1 による HIF-1 標的遺伝子発現への影響を、標的遺伝子の mRNA 発現量を
PCR (qRT-PCR) 法により検討した。HASMCs と HUVECs ともに、1μM の PGE1
添加 4 時間で代表的な HIF-1 標的遺伝子である GLUT1 と VEGF の mRNA 発現を
誘導したが、HIF-1αと HIF-1βの mRNA の発現量には影響しなかった (図 2A)。さ
らに、PGE1 は VEGF 蛋白質の分泌も有意に誘導した (図 2B)。HASMCs における
PGE1 添加後の VEGF の mRNA 発現誘導は、HIF-1 転写活性化阻害薬である YC-1
または HIF-1αに対する siRNA を用いた HIF-1αノックダウンにより阻害された 
(図 2C)。このことから PGE1による VEGF の mRNA 発現上昇は HIF-1 の活性化に
依存していることが示された。 
 
PGE1 により誘導される HIF-1 活性化に関与するプロスタグランジン E 受容
体サブタイプの同定 
	 EP receptors は EP1～4 までの 4 種類同定されており 12)、ヒト神経芽細胞由来細
胞株である SH-SY5Y 細胞 (SH) はすべての EP 受容体を発現している 29)。そこで
HUVECs と HASMCs の EP 受容体の発現を SH と比較しながら qRT-PCR 法を用い
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て測定した (図 3A)。HASMCs は全サブタイプの EP 受容体の mRNA を発現してい
た。HUVECs は EP1、EP3、 EP4 受容体の mRNA を発現していたが、EP2 受容体
の mRNA は検出できなかった。HASMCs (図 3B, 左) と HUVECs (図 3B, 右) にお
いて EP 受容体のサブタイプに特有なリガンドのうち、EP1 受容体のサブタイプ選択
的リガンド ONO-DI-004 (図 3B, lane 2) と EP3 受容体のサブタイプ選択的リガンド
ONO-AE-248  (図 3B, lane 4) は 1μM の濃度で HIF-1α蛋白質蓄積を誘導した。対
照的に、EP2 受容体のサブタイプ選択的リガンド ONO-AE1-259-01 (図 3B, lane 3) 
と EP4 受容体のサブタイプ選択的リガンド ONO-AE1-329 (図 3B, lane 5) は 1μM
の濃度で HIF-1α蛋白質の発現を誘導しなかった。HIF-1βの蛋白質発現はいずれの
EP 受容体サブタイプ作動薬の影響を受けなかった。さらに、ONO-DI-004 と
ONO-AE-248 は HASMCs と HUVECs で VEGFmRNA の発現を誘導した (図 3C)。
さらに、EP1 受容体の特異的拮抗薬 ONO-8713 もしくは EP3 受容体の特異的拮抗薬
ONO-AE3-240 は 10μM の PGE1によって誘導された HIF-1α蛋白質蓄積を阻害し
(図 3D)、qRT-PCR 分析法での定量でも VEGFmRNA の発現を有意に抑制した (図
3E)。EP4 受容体に特異的拮抗薬 ONO-AE2-227 は HIF-1α蛋白質蓄積と
VEGFmRNA の発現のいずれも抑制しなかった (図 3D、E)。 
 
PGE1 は HIF-1αの合成を促進する 
PGE1 による HIF-1α蛋白質の細胞内蓄積増加が、HIF-1α蛋白質の分解抑制と合成
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促進のどちらの機序により依存しているのかを、蛋白質合成阻害薬 CHX、および分
解抑制薬DFXを用いて検討した (図 4A)。20%酸素濃度下で培養液中のPGE11μM、
DFX100μM にして HASMCs と HUVECs を 4 時間培養した後、培養液中の CHX
を 100μM にして 30 分間培養した。その後 HIF-1αの発現量をウェスタンブロット
法で解析した。DFX 添加後は低酸素条件下と同様に HIF-1αの分解は抑制され (lane 
1) CHX を添加しても発現量の変化はほとんど認められなかった(lane 2)。一方 PGE1
添加による HIF-1α蛋白質増加 (lane 3) は CHX の添加で著明に低下した(lane 4)。
以上により PGE1は HIF-1α蛋白質の合成を促進していることが示された。 
	 これを裏付けるために代謝物標識化分析を施行した。HASMCs を 24 時間培養後、
メチオニンを含まない DMEM で 30 分間 10μM の PGE1または 100μM の DFX で
前処理した。35S でラベルされたメチオニンとシステインを 0.3mCi/ml の濃度で添加
し、45 分後に細胞を回収し、免疫沈降法を施行した。PGE1処理では 35S でラベルし
た HIF-1α蛋白質の量は明らかに増加した (図 4B lane 2)。一方、DFX を処理された
細胞ではラベルした HIF-1α蛋白質の量は増加しなかった (図 4B lane 3)。これらの
結果から PGE1によって HIF-1α蛋白質の合成が促進することが示された。 
	 GPCR 刺激により HIF-1α蛋白質の合成が促進されることから 17)、そのシグナル
伝 達 経 路 で 機 能 す る phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) 、 extracellular 
signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2)、protein kinase C (PKC) に着目し、それぞ
れの選択的阻害剤を添加し、PGE1による HIF-1α蛋白質の合成促進に影響があるか
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を検討した。HASMCsとHUVECsに10μM のPGE1と、10μMの LY294002 (PI3K
選択的阻害剤)、50μM の PD98059 (ERK1/2 選択的阻害剤)または 5μの M 
GF109203X (PKC 選択的阻害剤) を投与して培養し、4 時間後に細胞を回収して
HIF-1αの発現量をウェスタンブロット法で検討した (図 4C)。いずれの阻害剤も
HASMCs と HUVECs の PGE1 による HIF-1α蛋白質の発現誘導を阻害した。また
HIF-1β蛋白質の発現量に変化は認められなかった。HASMCs を 10μM の PGE1と
ともに 10μM の LY294002、50μM PD98059 または 5 μM GF109203X と培養し、
12 時間後に細胞を回収し VEGFmRNA を半定量リアルタイム PCR 法で測定した。
いずれの阻害剤も HASMCs において PGE1 により誘導される VEGFmRNA 発現を
抑制した (図 4D)。 
 
PGE1 はヒト臍帯静脈内皮細胞血管の透過性を亢進させる 
	 PGE1 により血管形成の初期段階に起こる血管透過性の亢進に変化があるかどうか
を検討するため、HUVECs を使用し In vitro 血管透過性を解析した。単層培養した
HUVECs を 20%酸素濃度下で 1μM の PGE1、EP1 受容体作動薬 ONO-DI-004 ま
たは EP3 受容体作動薬 ONO-AE-248 を投与して 18 時間培養して透過性を測定した 
(図 5A)。PGE1、ONO-DI-004、ONO-AE-248 のいずれも血管透過性が亢進したが、
HIF-1 活性化阻害剤 YC-1 の添加または siRNA を用いた HIF-1αのノックダウンは
PGE1による血管透過性を阻害した。 
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経上皮電気抵抗法による血管透過性の測定でも(図 5B)、PGE1、ONO-DI-004、
ONO-AE-248 の添加 24 時間後に電気抵抗は低下し、血管透過性が亢進していること
が示された。さらに YC-1 の添加または siRNA を用いた HIF-1αのノックダウンに
より電気抵抗の低下が阻害された。 
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6. 考察 
	 本研究では血管由来細胞である HASMCs と HUVECs において、20%酸素濃度下
で PGE1 は EP1 および EP3 受容体を介して HIF-1αの発現を亢進させ、さらに HIF-
αの標的遺伝子である VEGF の発現を誘導することを示した。また、PGE1が血管新
生の初期段階である血管透過性の亢進を引き起こすことも明らかにした。臨床使用時
の PGE1血中濃度は 100nM から 5μM であり、この研究で使用された PGE1濃度は
臨床使用時の血中濃度の範囲内である 30)31)。さらに、今回は臨床で広く使用されてい
る Lipo-PGE1および PGE1-alfadex も PGE1と同等の作用があったことから、本研究
で示された PGE1の作用は臨床的にも期待されることが示唆された。 
	 PGE1 により血管細胞の新生をもたらす機序として、まず細胞表面の受容体特異性
が示された。EP 受容体サブタイプ 29)32)33)の中でも、PGE1は EP1 および EP3 レセ
プターへの特異的な作用を介して HIF-1α蛋白質の発現と HIF-1 の標的遺伝子であ
るVEGFの発現に関与していた。EP受容体への作用後の細胞内シグナル伝達経路は、
cAMP、カルシウムイオン、イノシトールリン酸のような二次情報伝達物質の誘導の
変化や、下流のシグナル分子の活性の変化の検討を通じて検討されてきた 12)。本研究
で示されたように、血管由来細胞への PI3K、ERK1/2、PKC 阻害剤の添加により
HIF-1α蛋白質の発現と HIF-1 の活性化は抑制されたことから、PGE1による HIF-1
の活性化は細胞内の PI3K、ERK1/2、PKC を介した経路に依存していると考えられ
た。最終的に PGE1 は、HIF-1αの翻訳を亢進させ、HIF-1α蛋白質の発現量を上昇
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させることにより HIF-1 を活性化した。 
今回、血管由来細胞に PGE1を添加しても HIF-2αの発現は誘導されなかったこと
から、血管由来細胞 (HASMCs および HUVECs)における PGE1による HIF-1αの発
現制御機構は、低酸素状態における HIF-1αの発現制御機構とは異なることが予想さ
れた。PGE1 以外による HIF-1αの合成経路は、一酸化窒素、増殖因子、GPCRs 作
動薬、アセチルコリン、トロンビン、PGE2によって促進される PI3K・AKT 経路の
活性化が指摘されている 8)17)21)25)34)。 
	 PGE1の作用機序については、本研究とは対照的に HIF-1 を介さない経路で VEGF
と eNOS 発現を誘導したという Haider らの報告がある 14)。相違の理由として第 1
に、われわれは Haider らの古典的 RT-PCR 法よりも定量性の高い、qRT-PCR 法に
より HIF-1αmRNA の発現変化を測定しえたことがあげられる。第 2 の理由として、
本研究ではコントロール状態の HIF-1α蛋白質の発現が低値に抑えられており、
PGE1 の効果を観察しやすかった可能性がある。第 3 にわれわれは YC-1 を用いた
HIF-1αの転写活性阻害の観察、さらに siRNA で HIF-1αをノックダウンするなど
HIF-1 活性化を多角的に検討しえたことがある。よって、PGE1の作用が HIF-1 の活
性化を介している可能性が高いと考えられた。 
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7. 結論 
	 20%酸素濃度下で、PGE1 はヒト血管由来細胞において HIF-1αの発現誘導と
HIF-1 活性化を介して、その標的遺伝子である VEGF の発現を誘導して血管新生を
もたらす。また、EP 受容体サブタイプでは、EP1 および EP3 受容体下流のシグナル
伝達経路の活性化が、PGE1による HIF-1 活性に重要である。さらに、PGE1は HIF-1
依存的に血管新生の初期段階である血管透過性を亢進させる。 
	 PGE1 はすでに臨床において血管拡張薬として使用されている薬剤である。本研究
で PGE1と HIF-1 の関連を明らかになったことは、生体での PGE1の作用機序を理解
する一端になると考えられる。 
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9. 図 
図 1. PGE1 は血管由来細胞で HIF-1αの発現を誘導する 
(A) 20%酸素濃度下と 1%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での PGE1 による
HIF-1αと HIF-1β蛋白質の発現をウェスタンブロット法で解析した。培養液中の
PGE1を 1μM と 10μM にし、4 時間培養した。右図はウェスタンブロット法で得ら
れたバンドの輝度を Image J ソフトウェアを用いて定量化した図である。ウェスタン
ブロット法の内部標準にはβ-actin を用いた(n=3、mean±SE)。*P<0.05。 
(B)20%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での PGE1による HIF-1αと HIF-1β蛋
白質の発現をウェスタンブロット法で解析した。培養液中の PGE1を 1μM にし、そ
れぞれ 1、2、4、8 時間培養した。 
(C) 20%酸素濃度下と 1%酸素濃度下で HEK293 細胞での PGE1 による HIF-1αと
HIF-1β蛋白質の発現をウェスタンブロット法で解析した。培養液中の PGE1 を 1μ
M と 10μM にし、4 時間培養した。 
(D)20%酸素濃度下と1%酸素濃度下でHASMCsとHUVECsでのPGE1によるHIF-2
α蛋白質の発現をウェスタンブロット法で解析した。培養液中の PGE1 を 10μM に
し、4 時間培養した。 
(E) 20%酸素濃度下で HASMCs での PGE1 と Lipo-PGE1 と PGE1-alfadex による
HIF-1α蛋白質の発現をウェスタンブロット法で解析した。培養液中の PGE1 と
Lipo-PGE1と PGE1-alfadex を 1μM にし、4 時間培養した。 
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図 2. PGE1 は HIF-1 の活性化とその標的遺伝子の発現を誘導する 
(A)20%酸素濃度下と1%酸素濃度下でHASMCsとHUVECsでのPGE1によるVEGF、
GLUT1、HIF-1α、HIF-1βmRNA の発現を半定量的リアルタイム PCR 法で測定し
た(n=3)。*P<0.05。培養液中の PGE1を 1μM と 10μM にし、4 時間培養した。内
部標準には 18S を用いた。 
(B) 20%酸素濃度下と 1%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での PGE1 による
VEGF 蛋白質分泌量を ELISA 法で測定した。培養液中の PGE1を 1μM にし、4 時
間培養した。VEGF 濃度は pg/ml で示した(n=3)。*P<0.05。 
(C) 20%酸素濃度下で HASMCs での PGE1 による VEGFmRNA の発現を半定量的リ
アルタイム PCR 法で測定した。(n=3)。*P<0.05。＃は positive control に対して有意
差があることを示している (#P<0.05) 。培養液中の PGE1を 1μM、YC-1 を 10μM
にし、 4 時間培養した。内部標準には 18S を用いた。 
 
図 3. PGE1 により誘導される HIF-1 活性化に関与する EP 受容体サブタイプ
の同定 
(A) 20%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs と SH-SY5Y 細胞の EP1、EP2、EP3、
EP4 受容体 mRNA の発現を定量的リアルタイム PCR 法で測定した(n=3)。mRNA
の内部標準には 18S を用いた。 
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 (B) 20%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での EP 受容体作動薬[EP1 は
DI-004(ONO-DI-004) 、EP2 は AE1-259-1 (ONO-AE1-259-01) 、EP3 は AE-248 
(ONO-AE-248 )、EP4 は AE1-329 (ONO-AE1-329) ] による HIF-1αと HIF-1β蛋
白質の発現をウェスタンブロット法で解析した。培養液中の EP1-4 受容体作動薬を 1
μM にし、4 時間培養した。 
(C)20%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での EP 受容体作動薬[EP1 は DI-004 
(ONO-DI-004) 、 EP2 は AE1-259-1 (ONO-AE1-259-01) 、 EP3 は AE-248 
(ONO-AE-248 )、EP4 は AE1-329 (ONO-AE1-329) ] による VEGFmRNA の発現を
半定量的リアルタイム PCR 法で測定した(n=3)。*P<0.05。培養液中の EP1-4 受容体
作動薬を 1μM にし、4 時間培養した。mRNA の内部標準には 18S を用いた。 
(D) 20%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での PGE1と EP 受容体拮抗薬[EP1 は
8713 (ONO-8713) 、 EP3 は AE3-240 (ONO-AE3-240) 、 EP4 は AE2-227 
(ONO-AE2-227) ] による HIF-1αと HIF-1β蛋白質の発現をウェスタンブロット法
で解析した。培養液中の PGE1を 10μM、EP1、EP3、EP4 受容体拮抗薬を 1μM に
し、4 時間培養した。 
(E)20%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での PGE1 と EP 受容体拮抗薬 [EP1 は
8713 (ONO-8713) 、 EP3 は AE3-240 (ONO-AE3-240) 、 EP4 は AE2-227 
(ONO-AE2-227) ] による VEGFmRNA の発現を半定量的リアルタイム PCR 法で測
定した(n=3)。*P<0.05。培養液中の PGE1 を 10μM、EP1、EP3、EP4 受容体拮抗
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薬を 1μM にし、4 時間培養した。mRNA の内部標準には 18S を用いた。 
 
図 4. PGE1 は HIF-1αの合成を促進する 
(A) 20%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での PGE1または DFX 添加後 CHX の
処理の有無による HIF-1αと HIF-1β蛋白質の発現をウェスタンブロット法で解析
した。培養液中の PGE1を 1μM、DFX を 100μM にして、4 時間培養した後、培養
液中の CHX を 100μM にして、30 分間培養した。 
(B) HASMCs に 35S でラベルされたメチオニン、システインを添加し HIF-1α蛋白質
の代謝物標識化分析を行った。血清とメチオニンなしの培養液を使用し、培養液中の
PGE1を 1μM にして 30 分間培養し、35S でラベルされたメチオニン、システインを
添加し 60 分間培養した。 
(C) 20%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での PGE1と PI3K、ERK1/2、PKC 選
択的阻害剤 (PI3K は LY294002、ERK1/2 は PD98059、PKC は GF109203X)によ
る HIF-1αと HIF-1β蛋白質の発現をウェスタンブロット法で解析した。培養液中の
PGE1を 10μM、LY294002 は 10μM、PD98059 は 50μM、GF109203X は 5μM
にし、4 時間培養した。 
(D) 20%酸素濃度下で HASMCs と HUVECs での PGE1と PI3K、ERK1/2、PKC 選
択的阻害剤 (PI3K は LY294002、ERK1/2 は PD98059、PKC は GF109203X)によ
る VEGFmRNA の発現を定量的リアルタイム PCR 法で測定した(n=3)。*P<0.05。培
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養液中の PGE1を 10μM、LY294002 は 10μM、PD98059 は 50μM、GF109203X
は 5μM にし、4 時間培養した。内部標準には 18S を用いた。 
 
図 5. PGE1 は HUVECs が形成する血管の透過性を亢進させる 
(A) HUVECs で単層を形成させ、 PGE1 、 DI-004 (ONO-DI-004) 、 AE-248 
(ONO-AE-248) 、PGE1と YC-1、PGE1と HIF-1αsiRNA、VEGF を添加し In Vitro
血管透過性分析を施行した(n=4、mean±SE)。*P<0.05。 
(B) HUVECs で単層を形成させ、 PGE1 、 DI-004 (ONO-DI-004) 、 AE-248 
(ONO-AE-248) 、PGE1と YC-1、PGE1と HIF-1αsiRNA を添加し経上皮電気抵抗
を測定した(n=4、mean±SE)。*P<0.05。 
 
図 6. PGE1 による HIF-1αと VEGF の発現および血管透過性亢進の機序 
非低酸素環境下で PGE1 は血管内皮および平滑筋細胞表面の EP1 および EP3 レセ
プターに作用し、細胞内カスケードを介した後に転写因子 HIF-1αの合成を促進する。
HIF-1α蛋白質の発現増加は VEGF の発現と細胞外分泌を誘導し、血管透過性亢進を
導く。臨床使用されている PGE1製剤（Lipo-PGE1と PGE1-alfadex）も同様の機序
による効果が予想される。 
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図 3 
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